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(g) Ribozym-Bibliothek, ihre Hersteilung und ihre Verwendung 

(57) Die Erfindung hat das Ziel, die Bereitsteilung optimaier 
Ribozyme fur beliebige Zielsequenzen zu ermoglichen. Diese 
Ribozyme sollen effektiv exprimierbar und in vivo einsetzbar 
sein, vorzugsweise fur die Identifizierung und zum Abschal- 
ten von Genen bei Erkrankungen. 

Anwendungsgebiete der Erfindung sind die Molekularbiolo- 
gie, die Gentechnik und die Medizin. 

ErfindungsgemaG wird eine Ribozvm-Bibliothek aufgebaut, 
die in einer optimierten Expressionskassette 10 9 -10 u Ribo- 
zym-Gene enthalt. Diese Ribozym-Gene bestehen aus einer 
zentralen Hammerhead-Struktur definierter Sequenz und 
flankierenden Sequenzen auf beiden Seiten der Hammerhe- 
ad-Struktur von je 6-13 Nukleotiden. 

Die Verwendung dieser Ribozymbibliothek erfolgt durch 
Inkubation mit dem die gewunschte Zielsequenz enthalten- 
den Material, Identifizierung der erhaltenen Spaitprodukte 

■ und Isolierung der fur die Spaltung vera/itwortlichen Ribozy- 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft die in den Anspruchen angege- 
bene Ribozym-Bibliothek, ihre Herstellung und Ver- 
wendung. Anwendungsgebiete der Erfindung sind die 5 
Molekularbiologie, die Gentechnik und die Medizin. 

Die Inaktivierung von Genfunktionen durch reverses 
genetisches Material ist die wichtigste Methode, um be- 
stimmte Gene abzuschalten. Das ist von groBer Bedeu- 
tung zur Bekampfung von infektidsen und anderen, i0 
durch Storung der Genexpression bedingten Krankhei- 
ten (einschlieBlich AIDS). Eine Genfunktion kann in ver- 
schiedenen Ebenen auQer Kraft gesetzt werden: durch 
homologe Rekombination auf der DNA-Ebene, durch 
Antisense-Nukleinsauren oder Ribozyme auf der RNA- 15 
Ebene oder durch Antikorper auf der Proteinebene. In 
der praktischen Umsetzung haben alle 4 Moglichkeiten 
Vor- und Nachteile. Fur eine therapeutische Anwen- 
dung scheint nur die RNA- Inaktivierung durch Antisen- 
se-Molekule oder durch Ribozyme durchfQhrbar zu 2 \ 
sein. Beide Verbindungsklassen konnen durch chemi- 
sche Synthese oder in Verbindung mit einem Promoter 
durch biologische Expression in vitro oder sogar in vivo 
hergestellt werden. Das Prinzip der katalytischen 
Selbstspaltung von RNA-Molekulen und der Spaltung 2 < 
in trans hat sich in den letzten 10 Jahren gut etabliert. 
Innerhalb der RNA-Molekule mit Ribozym-Aktivitat 
sind die Hammerhead- Ribozyme am besten charakteri- 
siert. Nachdem gezeigt worden ist, daS Hammerhead- 
Strukturen in heterologe RNA-Sequenzen integriert 3C 
werden und dadurch die Ribozym-Aktivitat auf dieses 
Molekul Qbertragen konnen, scheint es naheliegend, daB 
katalytische Antisense-Sequenzen fur fast jede Zielse- 
quenz mit einem Ubereinstimmenden Spaltort vorgese- 
hen werden konnen. 35 

Das Grundprinzip der Ribozym-Ausstattung ist sehr 
einfach: Man wahit eine interessierende Region der 
RNA aus, die das Tripiett GUC (bzw. CUC) enthait, 
nimmt 2 Oiigonukleotid-Strange mit je 6— 8 Nukleoti- 
den und fugt die katalytische Hammerhead-Sequenz da- 40 
zwischen ein. 

Molekuie dieser Art wurden fur zahlreiche Zielse- 
quenzen synthetisiert, sie zeigten katalytische Aktivitat 
in vitro und in manchen Fallen auch in vivo. Die besten 
Ergebnisse wurden mit kurzen Ribozymen und Zielse- 45 
quenzen erzielt Eine aktuelle Herausforderung fur die 
in vivo-Anwendung ist die Konstruktion von Ribozym- 
genen, die eine kontinuierliche Expression des Ribo- 
zyms in einer bestimmten Zelle erlauben (Bertrand, E. et 
al.[1994] Nucleic Acids Res. 22, 293—300). 50 

Es gibt 5 potentielie Grunde, die eine befriedigende 
Funktion von exprimierten Ribozymen innerhalb des 
komplexen Zellmilieus behindern. 

1. Innerhalb der Zelle existiert das mRNA-Substrat 55 
vermutlich in einer stark gefalteten Struktur, die 
auBerdem noch durch an Teile der Struktur gebun- 
dene Proteine geschiitzt sein kann. Das Treffen von 
zuganglichen Orten innerhalb des Substrates zur 
Hybridisierung mit den komplementaren Hankie- 6 o 
renden Regionen des Ribozyms ist eine Frage der 
aktuellen Wahrscheinlichkeit. Computergestutzte 
Vorhersagen von maglichen thermodynamisch sta- 
bilen Sekundarstrukturen konnen fur die Suche 
nach Loop- Regionen ohne Basenpaarung nutzlich 65 
sein, aber die physiologische Relevanz dieser Kon- 
formationsmodelle ist noch unsicher. 

2. Da die Ziel-mRNA sofort aus dem Zellkern her- 
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austransportiert wird, muB das Ribozym muB auch 
in das Zytoplasma ubergehen, bevorzugt auf dem 
selben Wege. Es ist jedoch schwierig, eine Koloka- 
lisation von Ribozymen und ihrem Substrat zu er- 
reichen. 

3. Der Einsatz von Ribozymen in vivo erfordert die 
Einfugung von Ribozymgenen in geeignete Expres- 
sionskassetten. Die Transkription dieser Konstruk- 
te kann mRNAs produzieren, in denen die zentrale 
katalytische Sekundarstruktur der Ribozyme durch 
andere, stabilere Basenpaarungen innerhalb der 
nichtkomplementaren flankierenden Sequenzen 
verdrangt wird. 

4. Ein GberschuB(100— lOOOfach) an Ribozym- Mo- 
lekulen gegeniiber der Zielsequenz ist notwendig, 
um ein registrierbares Ansteigen des RNA-Ni- 
veaus zu erreichen. Die Produktion von 
10 5 -10 6 -Ribozym-MolekuIen pro Zelle uber eine 
lange Periode hinweg kann jedoch zytotoxische 
Wirkung haben. Im allgemeinen sind solche hohen 
Expressionsniveaus nicht stabiL Die Notwendigkeit 
des Oberschusses an Ribozymen wird durch die 
ungenugende Stabilitat der Ribozyme gegeniiber 
Nukleasen, durch den uneffektiven Transport zum 
Zytoplasma und durch den nicht optimalen Um- 
satz-Faktor der Spaltungsreaktion hervorgerufen. 

5. Die Kinetik der Spaltungsreaktion und die Fahig- 
keit der Ribozyme, Multi-Umsatz-Reaktionen 
durchzufuhren, hangt von den Bindungsparame- 
tern und der Struktur der komplementaren flankie- 
renden Regionen der Ribozyme ab. Zeiluiare Pro- 
teine konnen die Katalyse der Spaltungsreaktion 
beeinflussen, wahrscheinlich mit Hilfe der Dissozia- 
tion des Ribozyms vom Substrat der Spaltung, das 
die Vorstufe zur nachsten Spaltung darstellt. Bis 
heute ist es nicht moglich, die optimale Struktur der 
flankierenden Regionen fur ein Ribozym vorherzu- 
sagen, um hohe Spezifitat und einen hohen Umsatz 
zu garantieren. 

Insgesamt kann man feststellen, daB trotz vieler 
Bemuhungen zur Konstruktion spezifischer Ribo- 
zym-Gene nur Teilerfolge erzielt wurden, meist auf 
der Basis von "trial and error"- Experimenten. 

Die Erfindung hat das Ziel, die Bereitstellung optima- 
ler Ribozyme fur beiiebige Zielsequenzen zu ermogli- 
chen. Diese Ribozyme sollen effektiv exprimierbar, sta- 
bil und in vivo einsetzbar sein, vorzugsweise fiir die 
Identifizierung und zum Abschalten von Genen bei Er- 
krankungen. 

Der Grundgedanke der Erfindung besteht darin, das 
Verfahren so zu fiihren, daB eine gesuchte bzw. fur das 
Abschalten vorgesehene Zielsequenz sich das passend- 
ste Ribozym aus einem Angebot von Ribozymen mit 
bekannter Stabilitat und Struktur selbst heraussucht. 
Das wird erfindungsgemaB dadurch realisiert, daB eine 
Ribozym-Bibliothek angelegt wird, die aus einer opti- 
mierten Expressionskassette besteht, welche 10 9 bis 10 11 
Ribozymgene enthalt. Diese Ribozyme setzen sich aus 
einer zentralen Hammerhead-Struktur definierter Se- 
quenz und flankierenden Sequenzen auf beiden Seiten 
der Hammerhead-Struktur von 6—13 Nukleotiden zu- 
falliger Basenfolge zusammen. Die Hammerhead-Struk- 
tur wird durch ein doppelstrangiges Gen kodiert, in wel- 
chem das Hammerhead auf beiden Seiten von flankie- 
renden Sequenzen zufalliger Basenfolge eingeschlossen 
ist. 

Die doppelstrangige Hammerhead- Region hat fol- 
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gende Sequenz: CTGATGAGTCCGTGAGGACGAA- 
AC, die flankierenden Sequenzen haben eine Lange von 
6— 13 Nukleotiden. 

Der Aufbau der erfindungsgemaBen Ribozyrn-Bi- 
bliothek geht von synthetischen Oligonukleotiden mit 
einer Zufallssequenz von 6—13 Nukleotiden aus. Diese 
werden mit der Ribozymsequenz verbunden, in einen 
Doppelstrang umgewandelt und uber flankierende Re- 
striktionsorte in die entsprechende Insertionsstelle der 
Expressionskassette kloniert In Abb. 1 ist der Aufbau 
der Ribozy m- Biblio thek schematisch dargestellt. 

Abb. 2 zeigt schematisch die Anwendung der Ribo- 
zym-Bibliothek; sie wird nachfolgend am Beispiel des 
Wachstumshormons eriautert. Wachstumshormon hat 
150 theoretische Spaltstellen (Ribozym-Bindungsorte, 
Basenfolgen GUC bzw. CUC). Nur einige Spaltstellen 
werden in vivo zuganglich sein. Diese und die dazu pas- 
senden effektivsten Ribozyme sollen isoliert werden. 

Dazu wird zunachst ein Pool von Ribozym-Genen 
synthetisch hergesteilt, wobei eine zentrale "hammerhe- 
ad" Ribozymsequenz von je 13 Nukleotiden zufalliger 
Reihenfolge flankiert wird. Diese Gene werden in einen 
Expressionsvektor(GvaL) fur Ribozyme kloniert, wobei 
sie auf beiden Seiten von einer identischen Sequenz von 
21 Nukleotiden flankiert werden, die eine Sekundar- 
strukturbildung verhindern sollen. Durch die fClonie- 
rung entsteht eine Bibliothek von ca. 10 9 Klonen. Zur 
Isolierung eines spezifischen Ribozyms wird das Zielgen 
in vitro von einem geeigneten Konstrukt transkribiert 
(mit T7-Polymerase oder RNA-Polymerase III) und die 
erhaltene RNA mit der ebenfalls in vitro transkribierten 
Ribozym-Bibtiothek inkubiert. Anschliefiend werden 
die Spaltprodukte elektrophoretisch getrennt Deutlich 
erkennbare Fragmente werden aus dem Gel prapariert 
und sequenziert. 

Die Sequenz an den Enden der Fragmente eriaubt die 
Festlegung der Spaltstelle und Identifizierung des fur 
die Spaltstelle verantwortlichen Ribozyms. Das betref- 
fende Ribozym wird unter Verwendung von zwei fur 
seine flankierenden Sequenzen spezifischen Oligonu- 
kleotiden aus der Ribozym-Bibliothek amplifiziert und 
erneut in den Vektor GvaL kloniert (Beispiel 1). 

Die Ribozymaktivitat der Bibliothek wird durch Inku- 
bation mit zellularer RNA und deren Degradation nach- 
gewiesen (Beispiel 2). Das Vorhandensein von Ribozy- 
men gegen eine bestimmte Ziel-RNA, z. B. hGH, wird 
durch Inkubation mit einer in vitro transkribierten RNA 
nachgewiesen (Beispiel 3). Die Lokalisierung der Spalt- 
stellen erfolgt durch Isolierung von Fragmenten der ge- 
spaltenen Ziel-RNA und deren Sequenzierung (Beispiel 
4). 

Die Spezifitat und Effektivitat der aus der Bank iso- 
lierten und reklonierten Ribozyme wird durch deren 
Inkubation mit der Ziel-RNA bestimmt (Beispiel 5). 

Die biologische Wirksamkeit, d. h. die Ausschaltung 
der Funktion der Ziel-RNA in vivo, wird durch Trans- 
fektion des reklonierten Ribozyms mit dem Zielgen in 
geeignete Zellen (z. B. CHO) und nachfolgende Bestim- 
mung der spezifischen Proteinsynthese (z. B. hGH-Se- 
kretion) ermittelt (Beispiel 6). 

Die Erfindung soli nachfolgend im einzelnen durch 
Ausfuhrungsbeispiele naher eriautert werden. 

Beispiel 1 

Die Strategic ist schematisch in Abb. 3 dargestellt. 
Der mittlere Teil der Abbildung zeigt die Struktur des 
vorgesehenen Ribozympools, der obere die aktuellen 
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Sequenzen der zwei Oligonukleotide, die angelagert 
und zur Bildung von doppelstrangigen Ribozym-Genen 
aus der Bank verlangert werden. Das entstehende Frag- 
mentgemisch wurde in die Gval-Kassette als Xhol-Nsil- 
Fragment einkloniert. Eine Bibliothek von 10 9 verschie- 
denen Varianten wurde geschaffen. Die Ribozyme wur- 
den in vitro entweder durch T7-Polymerase oder poll II 
von einem HeLa-Extrakt synthetisiert. Als Zielsequenz 
wurde RNA von CHO-Zellen benutzt, welche das hGH- 
Gen stabil exprimiert (5000 RNA- Kopien/Zelle). 

Gereinigte RNA wurde mit der in vitro synthetisier- 
ten Ribozym-Bibliothek inkubiert Nach der Reinigung 
der Spaltprodukte an einer oligo-dT-Saule wurde das 
5'-Ende der stromabwarts-Spaltprodukte mittels RA- 
CE-Technik wie folgt analysiert: Nach der reversen 
Transkription mit oligo-dT-Primern werden die cDNAs 
am 3'-Ende mit dG verbunden, mit einem oligodC am- 
plifiziert und mit hGH-spezifischen Primern behandelt, 
in pGEMT (Promega) einkloniert und sequenziert. Die 
Sequenzen sollten unmittelbar stromabwarts von der 
NUH-Erkennungsseite (GUC, CUC) innerhalb der 
hGH-RNA starten. Das Gen fur das Ribozym, das die 
Spaltung eines ausgewahlten Ortes bewirkte, wurde 
durch PCR aus der Ribozym-Plasmid-Bibliothek ampli- 
fiziert, wobei spezifische degenerierte Primer fur die 
flankierenden Regionen der Ribozym-Gene verwendet 
wurden. Nach Amplifikation wurde das entstandene 
Fragment zwischen die PstI- und Sall-Orte des Vektors 
GvaL kloniert. Unter den sequenzierten 50 Klonen wur- 
den fur drei Ribozym-Spaltorte Ribozyme mit unter- 
schiedlich langen Flanken (7—13 Nukleotide) gefunden 
(Abb. 3, unten). 

Beispiel 2 

Die Spaltung von zellularer RNA wurde bei physiolo- 
gischem pH (50 mM Tris-Cl, pH 7,5) bei 37° C innerhalb 
einer Stunde mit oder ohne vorhergehende Hitzedena- 
turierung (90 sec bei 95° C) in einem 15 u.1 Reaktionsge- 
faB durchgefuhrt. Folgende Ansatze wurden gewahlt: 

1./2. Gereinigte Total-RNA (1 unrobe) a is Ziel. 
Ribozyme GvaLRz als T7-Transkript, in vitro- 
Transkript von GvaL diente als Kontrolle. 

3. Zytoplasmatische RNA/Protein-Fraktion als 
Ziel 10 s Zellen wurden im 50 mM Tris-HCL (pH 
7,5) 10 min in Eis lysiert, in fliissigem Stickstoff ein- 
gefroren, aufgetaut bei 37° C, und die Kerne wur- 
den durch Zentrifugationen entfernt. Als Ribozym 
wurde ein T7-Transkript von GvaLRz (10 ,ug) ver- 
wendet. 

4. Zytoplasmatische RNA als Ziel. Das Ribozym 
wurde durch polIII-Transkription (2 jxg/Probe) 
hergesteilt. 

Die deutlichsten Spaltungen werden mit T7-Trans- 
kripten und totaler bzw. auch zytoplasmatischer RNA 
erhalten. 
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Beispiel 3 

Spezifische in vitro-Spaltung von hGH-mRNA durch 
Ribozym aus der Bibliothek 

Totale oder zytoplasmatische RNA-Praparationen 
aus hGH-produzierenden Zellen werden mit Ribozy- 
men aus der Bibliothek inkubiert, die entweder mit pol 
III oder T7-Polymerase transkribiert wurde. hGH-spe- 
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zifische 3'-Fragmente werden revers transkribiert und 
durch PCR amplifiziert. Die PCR-Bedingungen werden 
so gewahlt, daB hauptsachlich Fragmente >1000 bp 
entstehen. PCR-Produkte werden auf einem 6% PAA- 
Gel aufgetrennt, Marker fur die FragmentgroBe werden 5 
auf der hnken Bahn aufgetragen. Es wurden 6 spezifi- 
sche Banden gefunden, deren korrespondierende Frag- 
mentlange mit einer in 4 Exonorten (El— E4) und 2 
Intronorten (11, 12) korrelieren. Es ist festzustellen, daS 
T7 pol Transkripte leichter nachzuweisen sind und daB xo 
es mehr Spaitstellen in Total-RNA gibt als in zytoplas- 
matischer RNA. 



Beispiel 4 

Lokalisierung von Ribozym-Spaltorten innerhalb von 
hGH mRNA 

Die Fragmente E1-E4 und 11, 12 werden aus dem 
Gel geschmtten, gereinigt und in pGEMT einkloniert. 
Von jedem Fragment werden 20 Klone sequenziert. Et- 
wa 50% der Klone starten entweder an einem CUC- 
oder einem GUC-Ort. Die anderen 50% reprasentieren 
wahrscheinlich Abbauprodukte. 

Die Spaltorte gemaB den Fragmenten sind in der Se- 
quenz von hGH enthalten. El: 1017 (Exon IV) E2* CTC 
1401 (Exon V), E3: CTC 1422 (Exon V), E4: CTC 1441 
(Exon V), ES (stammt von einem gesonderten Experi- 
ment): GTC (Exon IV), 12: CTC 1099 (Intron IV), 11- 
GTC(IntronlV)(Abb.4). " 

B. Mit dem Programm HUSAR, MFOLD, wurde eine 
graphische Darstellung mit PLOTFOLD erhalten 
(Abb. 5). 

Beispiel 5 

Spaltung in vitro von hGH-spezifischer RNA durch 
Ribozyme aus der Bibliothek 

A. Spaltung mit 3 verschiedenen selektierten Ribozy- 40 
men. E>ie Ribozyme werden mit T7-Poiymerase von je- 
wels einem selektierten KJon umgeschrieben und mit in 
vitro transkribierter hGH RNA der gleichen Molaritat 
(beide 100 nM) fur 20 min bei 37° C ohne Hitzedenatu- 
nerung inkubiert Proben werden auf ein denaturiertes 45 
6% PAA-Gel aufgebracht. Die entstehenden Bruchstuk- 
ke haben die erwartete GroBe (El: 1017, 646: II* 1099 
564; E5: 952, 711). 
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B. Spaltung von hGH RNA durch El -Ribozym mit 
verschiedener Lange der komplementaren Regio- 
nen. Die Inkubation erfolgte wie in A. Die Frag- 
mentabtrennung erfolgte auf einem 4% denaturier- 
tem PAA-Gel. Die Lange der komplementaren Re- 
gion des El-Ribozyms betragt 26=13/13, 
21 - 10/11 bzw. 15 = 8/7 (Abb. 3, unten). Es ist fest- 
zustellen, daB die 2 spezifischen Spaltprodukte nur 
nach Inkubation mit Ribozymen in der Gegenwart 
von Magnesium nachweisbar sind. Die effektivste 
Spaltung ist bei der kurzesten fComplementaritat 
zu finden(15-8/7). 

Beispiel 6 

Effekt der Ribozymexpression in vivo auf das Niveau 
der hGH-Sekretion 

Die Transfektion von CHO-Zellen erfolgte gleichzei- 
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tig mit pCMVhGH, Ribozymen oder Kontrollkonstruk- 
ten und pSV2neo. Die Kurzzeit-Expression wurde nach 
3 Tagen und die stabile Expression nach Selektion mit 
Geneticin nach 4 Wochen getestet Das hGH-Niveau 
wurde mit ELISA (Nachweisgrenze 3 ng/ml) festge- 
stellt. Das Niveau des erhaltenen hGH mit pCMVhGH 
+ GvaL wurde als 100% angesetzt (Kurzzeit: 7 ug 
hGH/ml/24 hrs; stabile: 2 \ig hGH/mI/24 hrs). 

Die Resultate eines typischen Experiments sind in Ta- 
belle 1 zusammengestellt. 

Patentanspruche 

1. Ribozym-Bibliothek, bestehend aus einer opti- 
mierten Expressionskassette, welche Ribozym-Ge- 
ne enthalt, die aus einer zentralen Hammerhead- 
Struktur, bestehend aus doppelstrangiger DN A der 
Sequenz CTGATGAGTCCGTGAGGACGAAAC 
und flankierenden Sequenzen auf beiden Seiten der 
Hammerhead-Struktur von je 6—33 Nukleotiden 
zufalliger Basenfolge bestehen. 

2. Ribozym-Bibliothek nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, daB die optimierte Expressions- 
kassette einen T7-Promoter > ein adenovirales va- 
RNA-Gen und eine stabile Loop-Region enthalt. 

3. Ribozym-Bibliothek nach Anspruch 1 und 2, da- 
durch gekennzeichnet, daB sie 10 9 — 10 u Ribozym- 
Gene enthalt 

4. Verfahren zur Herstellung der Ribozym-Bibliot- 
hek gemaB Anspruch 1-3, dadurch gekennzeich- 
net, daB synthetische Oligonukleotide mit einer Zu- 
fallssequenz von 6-13 Nukleotiden und der Ribo- 
zymsequenz hergestellt, in einen Doppelstrang um- 
gewandelt und uber flankierende Restriktionsorte 
in die entsprechende Insertionsstelle der Expres- 
sionskassette kloniert werden. 

5. Verwendung der Ribozym-Bibliothek gemaB 
1 —3, dadurch gekennzeichnet, daB man das die ge- 
wunschte Zielsequenz enthaltende Material mit der 
Ribozym-Bibliothek inkubiert, die erhaltenen 
Spaltprodukte identifiziert und die fur die Spaltung 
verantwortlichen Ribozyme isoliert. 

6. Verwendung nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als Material 

— in vitro transkribierte RNS, 

— Total- RNS oder 

— zytoplasmatische RNS von Zellen 
eingesetzt und die Inkubation in Anwesenheit von 
100 m Mg-Salzdurchgefuhrt wird. 

7. Verwendung nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Identifizierung der Spaltprodukte 
durch die PCR-Reaktion mit genspezifischen Pri- 
mern und nachfolgende Gelelektrophorese erfolgt. 

8. Verwendung nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die fur die Spaltung verantwortlichen 
Ribozyme durch Ausschneiden der Spaltprodukte 
aus dem Gel und nachfolgende Sequenzierung der 
Spaitstellen identifiziert werden. 

9. Verwendung nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das als wirksam erkannte Ribozym 
aus der Bibliothek durch Hybridisierung mit 2 fur 
dieses Ribozym spezifischen Oligonukleotiden iso- 
liert und als Expressionsklon verwendet wird. 

Hierzu 6 Seite(n) Zeichnungen 
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1017 

5' GTGTACGGCGCCIQ^ TGACAGCAACGTC 3' 
3' TGCTGCAP^sr^CCGCGGAS' 3 'ACTGTCGIWWW3AGCICGC 5 f 
Nsil Xhol 



3 1 GACGTA^^is^^s^^^^^J^JCA 

Nsil * « 

A 

G 

C.G T 
A*T 
G*C 
G * C 

A G 
G T 



^^^^^^^^^^^^^CTCGAC s* 

: t Xhol 



hGH-Sen 
Primer 

/3bozym- 
BibUoihek 



E1(13/13) 3' 
E1(10/11) 3' 
E1(8/7) 3' 



5 1GTGTACGGCGCCTC TGACAGCAACGTC 3' 
GACGTA |^A"@AirG(56e@(5eA] lygF^GTOtfegyAfii CTCGAC K' 



GACGTA AGA 
GACGTA GAATA 
Nsil 



lAsntgRgGngrea rA ctcgac 5' 

3CGAATC CTCGAC 5' 



Xhol 



G 

C*G T 

A*T 

G*C 



hGH-6en 

#bozym - Sen 
machgewiesen 



G T 



Abb. 3 
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84 1 AGGCGGGGATGGGGGAGAC CTG T A G T C A G A G C CC C C G G G C A G C A C A G C C AA. TG C CCGTCC 



361 GAGCCCGTGCAG^TCCTCA^GAGTGTC-PTCG CCAACAGCCTGGTnTACGGCGCCTrWAr 

102 1 AGCAACGTCTATG ACCTCC'PA A AGGACCTAGAGGA.AGGCATCCA A ACGCTG ATGGGGGT G 

) 12 

1081 AGGGTGGCGCCAGGGGTCCCCAATCCTGGAGCCCCACTGACTTTGAGAGACTG'^GTTAGA 
114 1 G AAA C A CTG G CTG C C CT CTTTTT A G C A G T C A G G CC CTG A C C C AA G AG AA CT C A CCTT A TT 
12 01 CTTCATTTCCCCTCGTGAATCCTCCAGGCCTTTCTCTACACTGAAGGGGAGGGAGGAAAA 

12 61 TG AA. TG AA T G A G A A.A G G G A G G G A A C A G T A C C C AA G C G CTTG G C CT CT C CTT CT CTT C CTT 

13 2 1 CACTTTGCAG AGGCTGGAAGATGGCAGCCCCCGGACTGGGCAGATCTTCA^.^r^GACCTA 
1381 CAGCAAGTTCGACACAAACTCACACAACGATGACGCACTACTCAAGAACTACGGGCTGCT 
14-11 CT A CTG CT f PC A G G A A G G A C A TG G A C A A G G T C G A G A C A TTCCTG CG C A T CG T G C A G TG C C G 
1501 CTC*PGn'GGAGGC;C7\GC'J > GTGGC^' , rC. > 7\AG C'l t GCCCGGGTGGCA'7 1 crrr ,f Pnn i r: ar'^rr^'rvpr 

156 1 AGTGCCTCTCCTGGCCCTGGAAGTTGCCACTCCAGTGCCCACCAGCCTTGTCCT.AATAAA 
1621 ATTAAGTTGCAT 




Abb. 4 
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System 




GvaL 


El (13/13) 


El (10/11) 


El (8/7) 


El (8/7)mut. 


11 (8/8) 


E5 (8/7) 
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